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ADP; Adenosine diphosphate 
ALT; Alanine aminotransferase 
AMP; Adenosine monophosphate 
AST; Aspartate aminotransferase 
ATP; Adenosine triphosphate 
DCD; Donation after cardiac death 
DNA; Deoxyribonucleic acid 
HB; Heart-beating 
HE; Hematoxylin-Eosin 
HPLC; high-performance liquid chromatography 
ICAM-1; Intercellular adhesion molecule-1 
IL-1β; Interleukin-1 beta 
LDH; Lactate dehydrogenase 
MDA; Malondialdehyde 
PFA; Paraformaldehyde 
PNF; Primary graft non-function 
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ROS; Reactive oxygen species 
SD; Standard deviation 
SELP; Subnormothermic ex vivo liver perfusion 
TNF-α; Tumor necrosis factor-alpha 
TUNEL; terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling 



































群として，心拍動下に摘出した肝グラフトを HB 群とした． 
実験Ⅱ：雄性ブタを用い以下の 3 群に分け実験を行った．(1)心拍動群（Heart-beating; 
HB群）：心拍動下に肝摘出，同所性肝移植する群．(2)心停止群（Donation after cardiac 
death; DCD 群）：心停止下に肝摘出，同所性肝移植する群．(3)移植前室温酸素化灌
流群（Subnormothermic ex vivo liver perfusion; SELP 群）：心停止下に肝摘出，移
植前に酸素化した室温の Krebs-Henseleit 液で肝グラフトを灌流し，同所性肝移植す
る群． 
【結果】実験Ⅰ-1 では，胆汁産生量および肝組織中 ATP 量は灌流時間に伴って増加
した．実験Ⅰ-2 では，DCD 群に対し，室温灌流を付加した各群では，胆汁産生量（P 
<0.05），灌流液灌流量(P <0.05)，肝逸脱酵素(P <0.05)，炎症性サイトカイン(P 
<0.0001)，肝組織中 ATP 量(P <0.05)に有意な改善を認め，類洞内皮構造が保たれ，








































































































































	 体重 260−350g の雄性 Wistar ラット（Kumagai-shigeyasu Co. Ltd, Miyagi, 
Japan）を以下２つの実験に分け，移植後のグラフトの状態を推定，評価するために
肝移植研究において広く用いられている ex vivo灌流モデルであるGore’s回路を採用










植前室温酸素化灌流時間を 0，30，60，90 分間（DCD 群，R-30，60，90，各群ｎ
=5，図 2）と設定した．Control 群として，実験Ⅰ-1 及びⅠ-2 ともに心拍動下に肝臓
を摘出した HB 群を設定した．検体は灌流流出液及び肝組織をサンプルとして採取し
た．なお，実験Ⅰ-1 における肝グラフトのエネルギーステイタスの結果（図 14）か




	 ラットは塩酸メデトミジン（Nippon Zenyaku Kogyo Co. Ltd, Fukushima, Japan）
0.15 mg/kg + ミダゾラム（Teva Pharma Japan Inc., Tokyo, Japan）2 mg/kg + 酒
石酸ブトルファノール（Meiji Seika Pharma Co., Ltd, Tokyo, Japan）2.5 mg/kg の
混合麻酔薬による腹腔内投与で全身麻酔後，陰茎背静脈よりヘパリン（AY 
Pharmaceuticals Co., Ltd, Tokyo, Japan）1000 U/kg を投与し，横切開にて開腹し
た．シリコンチューブ（シラスコン外径 1mm-内径 0.5mm; Kaneka Medix Co., Osaka, 
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Injection; Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc., Tokushima, Japan）20 ml，4℃ 
University of Wisconsin solution（UW 液; DuPont Pharmaceuticals, Wilmington, 
DE, USA）20 ml で経門脈的に肝臓内の血液を wash out し，肝を摘出，4℃ UW 液
中で 6 時間冷保存した．冷保存中に肝下部下大静脈を結紮し，肝上部下大静脈に 14G
サーフロー針外筒を挿入した． 
3. 灌流方法 
	 ex vivo 灌流は，6 時間の冷保存後に，室温酸素化灌流は 23-26℃で，移植を想定し
た常温灌流は 37℃で，95%O2/5%CO2飽和 Krebs-Henseleit 液を用いて体外灌流を行
った．灌流液中の酸素分圧は 500-550 mmHg であった．体外灌流は，非循環型灌流
装置である Perfusion System PS-1（Hugo Sachs Elektronik-Havard Apparataus 
GmbH, March-Hugstetten, Germany，図 3）を用いて行った．摘出した肝臓を，室
温酸素化灌流の場合には室温（23-26℃）の moist chamber に，常温灌流の場合には
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37℃の moist chamber の上に置き，門脈・肝上部下大静脈を装置の灌流液流入路・
流出路にそれぞれ接続し，灌流液流入路を Pressure Transducer（Research Grade 
Blood Pressure Transducer, 110VAG/60 Hz; Hugo Sachs Elektronik-Havard 
Apparataus GmbH, March-Hugstetten, Germany）で常時計測しながら 7mmHg の
定圧で経門脈的に灌流した．灌流時の肝上部下大静脈の流出液（灌流液）を採取し，
生化学検査等の検討まで-80℃で保存した 33-37． 
	 臓器保存液は UW 液の他に Histidine-Triptophan-Ketoglutarate 液，Celsior 液が

















	 実験Ⅰ-2 においても，同様に移植を想定した常温灌流 60 分後の胆汁産生量および
灌流液流出量を測定した． 
 (2) 生化学的検査 
	 実験Ⅰ-2 において，灌流液中の Aspartate aminotransferase (AST)，Alanine 
aminotransferase (ALT)，Lactate dehydrogenase (LDH) 濃度を，市販キットを用
いた酵素比色法にて測定した（AST, ALT: Transaminase CⅡ-test Wako; Wako 
Pure Chemical Industries, Ltd, Tokyo, Japan. LDH: esper LDH liquid; Nipro 
Corporation, Osaka, Japan）．測定機器は日立ダブルビーム分光光度計 U-2910
（Hitachi High-Tech Science Corporation, Tokyo, Japan）を使用した． 
 (3) 炎症性サイトカイン 
	 実験Ⅰ-2 において，灌流液中の tumor necrosis factor-α（TNF-α）, Interleukin-1β
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（IL-1β）の濃度を，市販キットを用いて enzyme-linked immunosorbent assey 
(ELISA) 法で測定した（TNF-α: ELISA Kit KRC3011 Quantikine; Invitrogen, 
California, USA. IL-1β: ELISA Kit ER2IL1β; Thermo, Massachusetts, USA）．測定
はマルチスペクトロフォトメーターViento XS（Sumitomo Dainippon Pharma Co., 
Ltd, Osaka, Japan）を使用した． 
 (4) 灌流液中細胞接着因子 
	 細胞接着因子である intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）は，温阻血再
灌流障害によって，肝細胞や類洞内皮細胞に発現が増強することが知られている 38-40．
実験Ⅰ-2 において，灌流液中の可溶性 ICAM-1 を市販 ELISA キット（sICAM-1: 
Quantikine ELISA Kit; R&B systems, MN, USA）を用いて測定した． 
 (5) 肝組織中 malondiadehyde（MDA）量 
	 過酸化脂質の副産物であり，酸化ストレスの指標と考えられる MDA を，実験Ⅰ-2
で得られた肝組織検体を用いて測定した．冷凍保存肝組織を 5 倍量の 5mM ブチルヒ
ドロキシトルエン含有20mM Tris-HCl buffer（pH 7.4）でホモジェナイズし，3000g，
10 分間，4℃で遠心した上清をサンプルとした．市販キット（BIOTECH MDA-586: 
Oxis International Inc., CA, USA）を用いて測定し，単位蛋白量当たりの MDA 量
（µmol/g protein）を算出した．蛋白濃度の測定は，市販キット（BCA Protein Assay 
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Reagent Kit: Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA）を用いてビシコ
ニン酸法で行った． 
 (6) 肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比測定 
	 Seya ら 41,42の方法に準じて，実験Ⅰ-1 および実験Ⅰ-2 で得られた肝組織検体を用
いて，アデニンヌクレオチドを測定した．凍結保存肝組織を 0.5N 過塩素酸中でホモ
ジナイズし，1500 rpm ×5 分間冷却遠心し，上清を回収した．水酸化カリウムを用
いて pHを 6.0-7.6に滴定しアデニンヌクレオチドを抽出した後，さらに 3000 rpm ×
10 分間冷却遠心し，上清 1ml を回収した．孔径 0.45µm のセルロースアセテート膜
フィルター（03CP045AS; Toyo Roshi Kaisha, Tokyo, Japan）を通して遠心タイプ
セルロース膜限外濾過カートリッジ（ULTRACENT30; TOSOH, Tokyo, Japan）に
注入，3000 rpm ×30 分間冷却遠心し濾過されたものを-20℃で保存し，測定時に解
凍した．4℃で 60mM リン酸緩衝液（pH 5.0）を溶出液とし，1.0 ml/min の流量で
Wakosil-II5C18HG カラムを使用して，high-performance liquid chromatography
（HPLC）法によって検体中の ATP・Adenosine diphosphate (ADP)・Adenosine 
monophosphate (AMP)量を測定した（Jusco HPLC analyzer system Gilliver900 
series, UV970; Jusco, Tokyo, Japan）．Adenosine 5’-triphosphate sodium salt, 
Adenosine 5’-diphosphate sodium salt, Adenosine 5’-monophosphate sodium salt 
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(Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA) を 10 µmol/l に調整したも
のをスタンダードとし，検体 20 µl 中の ATP・ADP・AMP 量（スタンダードは 200 
pmol）を測定し，肝組織 1g 当たりの mol 数（µmol/g liver）および ADP/ATP 比を
算出した．なお，実験Ⅰ-1 では，Control 群として冷保存を経ていない肝組織（Fresh 
liver）を用いた． 
 (7) 組織学的検討 
	 実験Ⅰ-2 において，検体採取後 4%パラフォルムアルデヒドで固定し，エタノール
で脱水した後，パラフィン包埋した．ヘマトキシリン-エオジン Hematoxylin-Eosin 





測定し，（全体の面積 – 黒色領域 – A 領域）/（全体の面積 – A 領域）を算出し，類
洞開存面積（%）とした． 
 また，実験Ⅰ-2 において，アポトーシス検出として市販キット（Apop Taq Plus 
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit; Chemicon International Inc., Cam, 
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USA）を用いて terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick 
end-labeling (TUNEL) 染色を行った 43,44．光学顕微鏡下約 200 倍拡大で各切片につ
き，無作為に 10 視野×3 切片の計 30 視野を抽出し，核が濃染される細胞を陽性とし
てカウントし，1mm2当たりの陽性細胞数を算出した． 
(8) 走査型電子顕微鏡での検討 
	 実験Ⅰ-2 において，常温灌流 60 分後の肝組織検体を 4%パラフフォルムアルデヒ
ド及び 1%グルタールアルデヒドで灌流固定し，1mm 角に切り出しした後，0.1 M 
sodium cacodylate buffer 中に混合した 2.5%グルタールアルデヒドと 2%パラフフォ
ルムアルデヒドで前固定した．さらに 1% osmium tetraoxide にて後固定し，段階的
に濃度を上げたエタノールおよび無水エタノールに浸漬し脱水しながら，液体窒素を
用いて検体を凍結割断した．その後，酢酸イソアミルで置換し，臨界点乾燥し試料台
に載せ，オスミウム蒸着した．観察は走査型電子顕微鏡（HITACHI Scanning Electron 
Microscope Model S-3200N, Hitachi, Ltd., Tokyo, Japan）で行った． 
(9) 統計学的検討 
	 結果は平均値±標準偏差（Standard deviation: SD）で表記した．多群間比較は一
元配置分散分析および Tukey-Kramer の Honestly significant difference (HSD) 検
定を行い，P <0.05 を有意差ありとした．統計処理はすべて JMP pro ソフトウェア
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が認められた最短の灌流時間である 30 分の室温酸素化灌流の効果を検証した． 
1.  実験動物と実験デザイン 
	 体重 25-30kg の F1 ブタ（Landrace × Large White）（Kumagai-shigeyasu Co., 
Ltd, Miyagi, Japan）を用い，以下の 3 群（各群ｎ=5）に分け，肝移植実験を行った
（図 6）． 
1. 心拍動群（Heart-beating; HB 群）：心拍動下に肝臓を摘出し移植する群． 
2. 心停止群（Donation after cardiac death; DCD 群）：心停止下に肝臓を摘出し
移植する群． 
3. 室温灌流群（Subnormothermic ex vivo liver perfusion; SELP 群）：心停止下
に肝臓を摘出し移植する群．温阻血再灌流障害の軽減を目的に，冷保存後に約
30 分間の室温酸素化灌流を行い，肝移植を行った． 






	 麻酔導入としてメデトミジン 0.1mg/kg とミダゾラム 0.1mg/kg を筋注し，イソフ




ヘパリン 300 U/kg を静脈内投与した後，脾静脈及び腹部大動脈にカニュレーション




した後，脾静脈および腹部大動脈から 4℃乳酸リンゲル液で冷灌流し，続いて 4℃ UW
液 1000ml で肝グラフトを灌流冷却した．肝グラフトを摘出し，4℃に冷却した UW
液 1000ml に 4 時間単純浸漬保存した．HB 群では死戦期を経ずに心拍動下に同様の
 25 
操作にて肝臓を摘出した． 
	 DCD 群に関して，これまで 10 分間の温阻血時間をおいて移植を行っても全例が
24 時間以内に死亡した結果を元に，動物愛護の観点から室温灌流群と同様の 20 分間
の温阻血時間を設定した DCD 群は新たに実施しなかった． 
3.  バックテーブル手術 
	 摘出肝グラフトを 4℃に冷却した UW 液中で，肝上部下大静脈，門脈，肝下部下大
静脈，肝動脈の各吻合部を形成し，必要であれば肝実質の損傷を修復した． 
4.  灌流方法 
	 SELP 群では 4 時間の冷保存後，室温下に準備した Krebs-Henseleit 液（21−25℃）
を酸素化し，経門脈的に約 30 分間の滴下灌流を行った（図 7）．灌流圧を 10−15 cmH2O
とするため液面の高さを調整した．灌流液中には酸素運搬体は含まず，灌流液中の酸







ナトリウム（Nichi-Iko Pharmaceutical Co., Ltd, Toyama, Japan）10mg と，抗生
物質としてセフォチアム塩酸塩（Nipro corporation, Osaka, Japan）0.25g を経静脈
的に投与した．正中切開で開腹し，ヘパリン 300 U/kg を静注した後，肝を摘出した
が，無肝期にはアンスロンバイパスチューブ（Toray Industries, Inc., Tokyo, Japan）
を用い，門脈血を左外頚静脈へ，肝下部下大静脈血を右外頚静脈へと受動的バイパス
をおいた 45．無肝期の直前に抗炎症作用を目的としてメチルプレドニゾロンコハク酸




として炭酸水素ナトリウム注射液（Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd, Tokyo, Japan）
50ml を経静脈的に投与した．再灌流 1 時間後に約 1cm3 の肝組織を採取した．胆管
の再建は行わず，胆汁はカニュレーションチューブを用いて外瘻化させ，閉腹した． 





5.  検討項目 
 (1) 各群背景 
	 各群のレシピエント体重，肝グラフト重量，死戦期，無肝期（レシピエント肝の脈
管のクランプから，グラフト肝の再灌流までの間と定義），手術時間を比較した． 
 (2) 移植後生存率 
	 移植後 7 日目をエンドポイントとして，レシピエントの生存率を比較した． 
 (3)  血清生化学検査 
	 採血した全血は血清を分離し，解析時まで-80℃で保存した．血清中の AST，ALT，
LDH 濃度を，ラットと同様に市販キットを用いた酵素比色法にて測定した． 
 (4)  炎症性サイトカイン 
	 炎症の重要なメディエーターであり，Kupffer 細胞から分泌され温阻血再灌流障害
と関わりの深いサイトカインである TNF-α15,50の血清中濃度を，市販キットを用いて
enzyme-linked immunosorbent assay （ ELISA ） 法 で 測 定 し た （ TNF-α: 










測定し，（全体の面積 – 黒色領域 – A 領域）/（全体の面積 – A 領域）を算出し，類
洞開存面積（%）とした． 
	 アポトーシス検出のため市販キットを用いて TUNEL 染色を行った 43,44．光学顕微
鏡下約 200 倍拡大で各切片につき無作為に 10 視野 ×3 切片の計 30 視野視野を抽出
し，核が濃染される細胞を TUNEL 陽性細胞としてカウントし，1mm2当たりの陽性
細胞数を算出した． 








6.  統計学的検討 
	 結果は平均値±標準偏差（SD）で表記した．多群間比較は一元配置分散分析及び
Tukey-Kramer の HSD（honestly significant difference）検定を行い，P <0.05 を有
意差ありとした．また生存曲線は Kaplan-Meier log-rank test にて検定し，P <0.05

















=0.7793，P =0.3832，表 1）． 
1. 胆汁産生量，灌流液流出量 
	 実験Ⅰ-1 において，灌流液流出量（ml/ g-liver）および胆汁産生量（µl/ g-liver）
は灌流時間に比例して増加した（図 8）． 
	 実験Ⅰ-2 における灌流液流出量は，HB 群に比べ DCD 群で有意に減少した（235.47 
± 19.65 vs. 141.56 ± 18.20, P =0.0117）．一方で，R-30 群（232.51 ± 15.36），R-60
群（274.50 ± 21.23），R-90 群（252.69 ± 15.27）では増加し，DCD 群に対し有意差
を認めた（P <0.05，図 9）．  
	 実験Ⅰ-2 における胆汁産生量は，HB 群に比べ DCD 群で有意に減少した（53.55 ± 
11.61 vs. 16.67 ± 5.39, P =0.0020）．一方で，R-30 群（42.59 ± 2.46），R-60 群（43.82 





	 AST 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加した（2.19 ± 0.29 vs. 8.06 ± 
1.05, P =0.0007）．一方で，R-30 群（3.64 ± 0.20），R-60 群（4.21 ± 0.37），R-90
群（4.35 ± 0.14）では DCD 群と比べ AST 値の増加が有意に抑制された（P <0.05，
図 10）． 
	 ALT 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加した（0.63 ± 0.14 vs. 3.68 ± 
0.70, P =0.0002）．R-30 群（1.44 ± 0.37）では DCD 群と比べ ALT 値の増加が有意
に抑制された（P =0.0097）．一方，R-60 群（2.47 ± 0.09），R-90 群（2.49 ± 0.14）
は ALT 値の増加が抑制される傾向にあったが，有意差を認めなかった（図 10）． 
	 LDH 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加した（38.37 ± 4.21 vs. 275.83 
± 69.14, P =0.0004）．一方で，R-30 群（51.85 ± 15.81），R-60 群（48.74 ± 7.79），
R-90 群（48.74 ± 13.08）では DCD 群と比べ LDH 値の増加が有意に抑制された（P 
<0.05，図 10）． 
3. 灌流液中炎症性サイトカイン（実験Ⅰ-2） 
	 灌流液中の TNF-α濃度（pg/ ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加した（28.82 
± 4.41 vs. 85.42 ± 2.82, P <0.0001）．一方で，R-30 群（9.20 ± 1.44），R-60 群（9.78 
± 1.46），R-90 群（10.64 ± 1.14）では DCD 群と比べ TNF-α濃度の増加が有意に抑
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制された（P <0.0001，図 11）． 
 灌流液中 IL-1β濃度（pg/ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加した（20.07 ± 
10.04 vs. 79.13 ± 26.98, P <0.0001）．一方で，R-30 群（23.06 ± 5.55），R-60 群（27.26 
± 8.66），R-90 群（25.96 ± 9.13）では DCD 群と比べ IL-1β濃度の増加が有意に抑制
された（P ≦0.0001，図 11）．	
4. 灌流液中細胞接着因子（実験Ⅰ-2） 
	 可溶性 ICAM-1 濃度（µl/ ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加した（119.26 
± 23.05 vs. 536.02 ± 162.28, P =0.0056）．一方で，R-30 群（49.30 ± 3.55），R-60 群
（76.49 ± 10.89），R-90 群（76.82 ± 12.04）では，DCD 群と比べ可溶性 ICAM-1 濃
度の増加が有意に抑制された（P <0.01，図 12）． 
5. 肝組織中 MDA 量（実験Ⅰ-2） 
	 肝組織中の蛋白 1g 当たりの MDA 量（mmol/ g protein）は，DCD 群に比べ R-90
群で有意に低値であった（0.41 ± 0.031 vs. 0.57 ± 0.045, P =0.0081）．その他の群間
では DCD 群より低く，HB 群と同等であったが有意差はなかった（図 13）． 
6. 肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比  
	 実験Ⅰ-1 において，肝組織中 ATP 量（µmol/ g-liver）は冷保存を付加しない Fresh 
liver（0.065 ± 0.014）に比べ，冷保存を付加した HB 群（0.029 ± 0.011）で減少し
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（P =0.568），DCD 群（0.023 ± 0.012）では HB に比べ減少を示したが有意差は認め
なかった（P =0.688）．室温灌流により ATP 量は灌流時間に伴って増加傾向を示し，
SELP-30 群で Fresh liver の値を越え，DCD 群に比べ SELP-30 群（0.100 ± 0.033），
SELP-60 群（0.115 ± 0.056），SELP−90 群（0.142 ± 0.069）で有意に増加した（P 
=0.0312, P =0.0223, P =0.0016，図 14）．一方，ADP/ATP 比は室温灌流により灌流
時間に伴って減少傾向を示し，DCD 群（5.000 ± 1.335）に比べ SELP-30 群（2.560 
± 0.833），SELP-60 群（2.442 ± 0.891），SELP-90 群（2.281 ± 0.769）で有意に低
下した（P =0.0030, P =0.0050, P =0.0026，図 14）．この結果から，実験Ⅰ-2 では，
室温酸素化灌流 15 分群は実施しなかった． 
	 実験Ⅰ-2 において，肝組織中 ATP 量（µmol/ g-liver）は室温灌流により増加し，
DCD 群（0.021 ± 0.0082）に比べ，R-30 群（0.093 ± 0.023），R-60 群（0.17 ± 0.031），
R-90 群（0.12 ± 0.041）で有意に増加した（P =0.0029, P <0.0001, P <0.0001，図 15）．
また ADP/ATP 比は室温灌流により減少し，DCD 群（5.558 ± 0.973）に比べ，R-30
群（2.838 ± 0.423），R-60 群（1.655 ± 0.183），R-90 群（2.183 ± 0.507）で有意に低







た．一方，R-30 群，R-60 群，特に R-90 群ではこれらの変化が軽度に抑制さ
れていた（図 16）． 
	 類洞開存面積（%）を算出し比較すると，HB 群（18.83 ± 4.13, P <0.0001）
に比べ DCD 群（4.50 ± 1.46）では有意に低値であり，室温灌流を付加した R-30
群（16.23 ± 4.29, P <0.0001），R-60 群（10.98 ± 1.62, P =0.0153），および
R-90 群（14.34 ± 1.21, P =0.0002）では有意に高い開存率を示し，類洞内腔が
保たれていた（図 17）． 
（2）	TUNEL 染色 
	 TUNEL 陽性細胞数（個/ mm2）は，HB 群に比べ DCD 群では有意に増加し
ていた（6.33 ± 1.35 vs. 75.67 ± 25.94, P <0.0001）．また R-30 群（39.07 ± 4.94），
R-60 群（33.13 ± 4.70），R-90 群（20.93 ± 5.93）では，DCD 群に比べ TUNEL
陽性細胞数が有意に少なかった（P <0.01，図 18・19）． 
8. 走査型電子顕微鏡での検討（実験Ⅰ-2） 
	 	 HB 群では類洞内皮が保たれており，類洞内皮細胞の内腔面は平滑であった．
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DCD 群において，肝細胞と類洞内皮細胞の間隙である Disse 腔が開大し類洞内皮細
胞が類洞内腔内に脱落することによる類洞内腔の閉塞が広範囲で観察された．室温灌
流を付加することにより，類洞内皮細胞の表面は比較的平滑であり，類洞内皮の構造






	 HB 群は全例が７日間生存した．DCD 群は全例が 12 時間以内に primary graft 
non-function（PNF）のため死亡した．SELP 群は 5 例中 2 例が 7 日間生存し，他の
2 例は 5 日目に犠牲死とした．1 例は PNF のため 12 時間以内に死亡した（図 21）．




固障害のためと考えられ，これらの所見から死因を PNF と総合的に判断した． 
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2. 血清肝逸脱酵素 
	 血清ASTはすべての群で再灌流 1時間後に上昇し，手術後 1日目にピークに達し，
その後漸減した．HB 群に比べ SELP 群において再灌流 1 時間後，手術後 1 日目，手
術後 3 日目で有意に高値を示した（P <0.05，図 22）． 
	 血清 ALT は，HB 群と SELP 群において再灌流 1 時間後に上昇し，手術後 1 日目
にピークに達し，その後漸減した．HB 群に比べ SELP 群において再灌流 1 時間後，






	 血清 TNF-αはすべての群で再灌流 1 時間後にピークに達したが，HB 群に比し
SELP 群では高値を示す傾向にあったが有意差を認めなかった（図 23）． 
4.	 組織学的検討 
a.  HE 染色 




	 類洞開存面積（%）を算出し比較すると，DCD 群（5.82 ± 2.18）に比べ，HB 群（17.37 
± 2.57, P =0.0057）および SELP 群（15.42 ± 1.77, P =0.0002）であり，有意に高い
開存率を示し，類洞内腔が保たれていた（図 25）．	  
 犠牲死時の標本では，DCD 群で肝細胞の脱落が著明であったが，HB 群および SELP
群は肝構造が保たれていた（図 26）． 
b.  TUNEL 染色 
	 再灌流 1 時間後に生検された肝組織中の TUNEL 陽性細胞数は，DCD 群に比べ
HB 群，SELP 群で有意に減少した（27.00 ± 5.83 vs. 6.87 ± 1.59, 10.47 ± 1.07, とも
に P <0.0001，各群: n = 5，図 27・28）． 
c.  ニトロチロシン染色 









果を，ラット ex vivo 灌流実験およびブタ肝移植実験にて検討した．ラット肝灌流実
験において，室温酸素化灌流により心停止下摘出肝グラフトの viability 改善を認め，
心拍動下摘出肝グラフトとほぼ同程度の状態にまで改善された．またブタ肝移植実験
においては，PNF の頻度を減少させ，DCD 群に比べ SELP 群の有意な生存率向上を
認めた．本研究は，短時間の移植前室温酸素化灌流により温阻血再灌流障害の軽減効
果を示した初めての報告である． 







（Maastricht 分類 Category 2）に近いと考えており，本研究においてもこの実験モ
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デルを採用した．ラット肝移植モデルにおいて移植後にグラフトが十分に機能する温
阻血時間の限界は，死戦期を経ない場合に 30−60 分と報告されており 33,34，本研究で
は平均約 7 分間の死戦期を経た温阻血時間を 30 分間に設定した．同様にブタ肝移植
モデルにおいて，死戦期を経ない場合に温阻血時間が 30 分以上になると高率に PNF






45 分間の温阻血時間を経て冷保存 4 時間後に 3 時間の室温灌流を施行し，さらに 3
時間の冷保存をおいた後，同所性肝移植し，5 例中 3 例が 7 日間生存したと報告した
53．室温灌流にアルブミンを基にした赤血球含有の灌流液を用いていた．同様に
Fontes らはブタの心拍動下肝移植モデルにおいて，9 時間の室温灌流保存と冷保存を










科における先行研究 23-25,27と，1 時間の冷却機械灌流保存の研究結果 20,21から，我々
は 30 分程度の短時間灌流であっても肝グラフト viability 改善に有効と考えたが，こ
れを裏付ける根拠が必要と考えたためである．至適灌流時間を規定する因子は，肝グ
ラフトの viability 改善の指標と，過度の室温灌流による障害である．肝グラフト
viability 改善の指標として，肝組織中 ATP 量 55や機械灌流中の胆汁産生 56,57，灌流
液中の乳酸値及び pH58 などが報告されている．Berendsen らは肝組織中 ATP 量を
指標として，死戦期を経ない温阻血時間 60 分間のラット肝移植モデルにおいて，冷
保存を経ない持続室温灌流によって Fresh liver の ATP 量を越えるのが約 2.5 時間と
報告しており，3 時間の室温灌流が温阻血再灌流障害の軽減に有効と報告した．一方，
Perera らはヒトにおける心停止ドナー肝移植において，冷保存後に常温灌流を実施
し，移植可能の判断は常温灌流 2 時間後の乳酸値＜2 mmol/l，かつ胆汁産生を認める
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場合と設定し有効性を報告した 56．また，肝移植前の肝組織中 ATP 量がグラフト不





室温酸素化灌流を 30 分間以上行うことで有意に肝グラフトの viability が改善した結
果を踏まえて，実験Ⅱにおいて室温酸素化灌流を 30 分間と設定し，肝移植実験を行
った．実験Ⅰ-2 において 90 分間までの室温酸素化灌流では，今回の測定項目におい
て灌流によるグラフトの障害は観察されなかったが，過度の室温灌流による障害の可
能性も考えられるため，実験Ⅱでは短時間灌流の効果を検証することを目的とし，有

































きる（酸素消費量 (µl/min/g-liver) = 門脈灌流量 (ml/min/g-liver) × [1.34 × Hb (g/dl) 
× 酸素飽和度較差 + 0.0031 × 酸素分圧較差 (mmHg)] × 10）63．実験Ⅰにおいて，
37℃における流入液および流出液の酸素分圧はそれぞれ 500-550mmHg，約
150mmHg であり，再灌流における平均流入灌流量は 3.76 ± 0.97ml/min/g-liver であ
ったため，溶存酸素量および平均流入灌流量は他の報告と比べても十分と言える 64．
一方で，DCD 肝を用いた機械灌流の報告によると，酸素消費量がもっとも高いのが
温阻血を被っていない Fresh liver であり，次いで機械灌流による処置を施した DCD
肝グラフト，最も低いものが DCD 肝グラフトであった 63．Fresh liver の酸素消費量





（Hb = 0）， In vivo ラットモデルにおける Fresh liver の酸素消費量は
51.8µl/min/g-liver であった（Hb = 10, 酸素飽和度較差=0.3，酸素分圧較差=40）．理
論的には， DCD 肝グラフトの酸素消費量は，Fresh liver に比べ低値と考えられる
ため，実験Ⅰにおける酸素供給量は十分であると考えられる． 
	 当科での先行研究では，冷保存前に 30 分間の常温灌流を行うことで心停止下摘出




















30）．また，類洞内凝固に対しても室温灌流は物理的に wash out することで，微小
循環を改善させると考察できる．一方で，グラフト内に酸素を送り込むことで ROS
産生を助長する可能性が懸念された．しかし，実験Ⅰ-2 において SELP を付加した
群では灌流液中の肝逸脱酵素・炎症性サイトカインの上昇が抑制され，肝組織中 MDA
量の上昇が抑制される傾向にあり，R-90 群で有意に低下した．同様に，実験Ⅱにお
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図 5	 各臓器保存液の組成 
UW; University of Wisconsin solution 
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図 1	 温阻血再灌流障害の機序 











実験Ⅰ-1 の ATP 量および ADP/ATP 比の結果から，室温酸素化灌流 15 分群をなく
し，灌流時間を 0，30，60，90 分間（DCD 群，R-30，60，90）と設定した． 
図 3	 実験Ⅰ	 灌流装置・条件（ラット灌流実験） 
	 実験Ⅰでは，図のような非循環型の灌流装置にて灌流を実施した．酸素・二酸化炭
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素混合ガスにて酸素化した Krebs-Henseleit 液を，経門脈的に 7mmHg の定圧で灌流
した．室温灌流では 23-26℃，常温灌流では 37℃とした． 
図 4	 横隔膜切開による心停止の誘導 
	 ラット灌流実験において，図のように横隔膜を大きく切開し呼吸停止させることで，
死戦期を経て心停止を誘導した． 
図 5	 各臓器保存液の組成 
	 UW 液の使用は現在移植の臨床の場において標準となっているため，本研究では
UW 液を冷保存液として使用した．UW; University of Wisconsin solution，HTK; 
Histidine-Triptophan-Ketoglutarate solution 
図 6	 実験Ⅱ	 プロトコール（ブタ肝移植実験） 
	 以下の 3 群に分け肝移植実験を行った．(1)心拍動群（Heart-beating; HB 群）：心
拍動下に肝摘出，同所性肝移植する群．(2)心停止群（Donation after cardiac death; 
DCD 群）：心停止下に肝摘出，同所性肝移植する群．(3)移植前室温酸素化灌流群
（Subnormothermic ex vivo liver perfusion; SELP 群）：心停止下に肝摘出，移植前
に酸素化した室温のKrebs-Henseleit液で肝グラフトを灌流し，同所性肝移植する群． 
図 7	 実験Ⅱ	 灌流手技 
	 実験Ⅱでは，写真のように Krebs-Henselit 液を軽門脈的に 10-15 cmH2O の灌流圧
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にて滴下灌流した． 
図 8	 実験Ⅰ-1	 室温灌流後の灌流液流出量および胆汁産生量 
	 胆汁産生量（µl/ g-liver）および門脈灌流量（ml/ g-liver）は灌流時間に比例して増
加した． 
図 9	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液流出量および胆汁産生量 
	 門脈灌流量は，HB 群に比べ DCD に群で有意に減少した．一方で，R-30 群，R-60
群，R-90 群では HB 群と同程度まで増加し，DCD 群に対し有意差を認めた．また，
胆汁産生量は HB 群に比べ DCD に群で有意に減少した．一方で，R-30 群，R-60 群，
R-90 群では増加し，DCD 群に対し有意差を認めた． 
図 10	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中肝逸脱酵素 
	 灌流液中の AST 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加したが，R-30
群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ AST 値の増加が有意に抑制された．ALT
値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増加したが，R-30 群では ALT 値の増
加が有意に抑制された．また，LDH 値（IU/ l）は，HB 群に比べ DCD 群で有意に増
加した．一方で，R-30 群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ LDH 値の増加が有
意に抑制された． 
図 11	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中炎症性サイトカイン 
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	 灌流液中の TNF-α濃度（pg/ ml）および IL-1β濃度（pg/ml）は，HB 群と比べ DCD
群で有意に増加した．一方で，R-30 群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ増加が
有意に抑制された． 
図 12	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の灌流液中可溶性 ICAM-1 
	 灌流液中の可溶性 ICAM-1 濃度（µl/ ml）は，HB 群と比べ DCD 群で有意に増加
した．一方で，R-30 群，R-60 群，R-90 群では DCD 群と比べ増加が有意に抑制され
た． 
図 13	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織中 MDA 量 
	 肝組織中の蛋白 1g 当たりの MDA 量（mmol/ g protein）は，DCD 群に比べ R-90
群で有意に低値であった．R-30 群および R-60 群では，有意差はないものの，DCD
群より低値を示し，HB 群と同等の値を示した． 
図 14	 実験Ⅰ-1	 室温灌流後の肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比 
	 肝組織中 ATP 量（µmol/ g-liver）は，室温灌流付加により灌流時間に伴って増加
傾向を示し，SELP-30 群で Fresh liver の値を越え，DCD 群に比べ SELP-30 群，
SELP-60 群，SELP−90 群で有意に増加した．また，ADP/ATP 比は SELP 付加によ
り灌流時間に伴って減少傾向を示し，DCD 群に比べ SELP-30 群，SELP-60 群，
SELP-90 群で有意に低下した． 
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図 15	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織中 ATP 量および ADP/ATP 比 
	 肝組織中 ATP 量は室温灌流付加により増加し，DCD 群に比べ，R-30 群，R-60 群，
R-90 群で有意に増加した．また，ADP/ATP 比は EVLP 付加により減少し，DCD 群
に比べ，R-30 群，R-60 群，R-90 群で有意に低下した． 
図 16・17	 実験Ⅰ-2	 再灌流後肝組織 HE 染色所見，類洞開存面積 
	 HB 群では類洞腔が広く保たれており，類洞構造は維持されていた．DCD 群では
類洞内皮細胞の脱落と肝細胞の膨化により類洞は狭小化していた．中心静脈領域を中
心に肝細胞の著明な空胞変性を広範囲で認めた．一方，R-30 群，R-60 群，特に R-90
群ではこれらの変化が軽度に抑制されていた（scale bar; 40 µm，×200）．また，類
洞開存面積は HB 群に比べ，DCD に群で有意に低値であり，室温灌流を付加するこ
とで，有意に高い開存率を示した． 
図 18・19	 実験Ⅰ-2	 再灌流後肝組織 TUNEL 染色所見，TUNEL 陽性細胞数 
	 TUNEL 陽性細胞数（個/ mm2）は，HB 群に比べ DCD 群では有意に増加していた．
また R-30 群，R-60 群，R-90 群では，DCD 群に比べ TUNEL 陽性細胞数が有意に少
なかった． 
図 20	 実験Ⅰ-2	 再灌流後の肝組織の走査型電子顕微鏡所見 
	 HB 群では Disse 腔が保たれており，類洞内皮細胞の内腔面は平滑で小孔が多数認
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図 21	 実験Ⅱ	 レシピエント生存成績 
	 HB 群は全例が７日間生存した．DCD 群は全例が 12 時間以内に primary graft 
non-function（PNF）のため死亡した．SELP 群は 5 例中 2 例が 7 日間生存し，他の
2 例は 5 日目に犠牲死とした．1 例は PNF のため 12 時間以内に死亡した．SELP 群
は DCD 群と比べ有意に生存率が改善した． 
図 22	 実験Ⅱ	 血清中肝逸脱酵素 
	 血清ASTはすべての群で再灌流 1時間後に上昇し，手術後 1日目にピークに達し，
その後漸減した．HB 群に比べ SELP 群において再灌流 1 時間後，手術後 1 日目，手
術後 3 日目で有意に高値を示した．血清 ALT は，HB 群と SELP 群において再灌流
1時間後に上昇し，手術後 1日目にピークに達し，その後漸減した．HB群に比べSELP
群において再灌流 1 時間後，手術後 1 日目，手術後 3 日目，手術後 7 日目で有意に高
値を示した．一方で，血清 LDH はすべての群で再灌流 1 時間後に上昇し，手術後 1
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日目にピークに達し，その後漸減した．SELP 群においては手術後 1 日目と 3 日目が
ほぼ同等の値であった．各々の時点で各群間に統計学的有意差を認めなかった． 
図 23	 実験Ⅱ	 血清中炎症性サイトカイン 
	 血清 TNF-αはすべての群で再灌流 1 時間後にピークに達したが，各群間で有意差
を認めなかった． 
図 24・25	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 HE 染色所見，類洞開存面積 
	 DCD 群で特に中心静脈領域において類洞内腔が狭小化し，類洞内皮細胞の破綻や
肝実質細胞の膨化，空胞変性が顕著であったが，SELP 群では肝細胞の膨化は多少認
めるが，これらの変化が軽度に抑制されていた（scale bar; 40 µm，×200）．また類
洞開存面積は HB 群に比べ，DCD 群で有意に低値であり，室温灌流群では有意に高
い開存率を示した． 
図 26	 実験Ⅱ	 犠牲死時の肝組織 HE 染色所見 
	 DCD 群で肝細胞の脱落が著明であったが，HB 群および SELP 群は肝構造が保た
れていた． 
図 27・28	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織 TUNEL 染色所見および TUNEL 陽性
細胞数 
	 再灌流 1 時間後に生検された組織中の TUNEL 陽性細胞数は，DCD 群に比べ HB
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群，SELP 群でアポトーシスを有意に抑制した． 
図 29	 実験Ⅱ	 再灌流 1 時間後の肝組織ニトロチロシン染色所見 
	 再灌流 1 時間後に生検された肝組織のニトロチロシン染色では，DCD 群では広範
囲で陽性を示したのに対し，SELP 群では陽性を示す領域はごくわずかであった． 
図 30	 室温酸素化灌流による温阻血再灌流障害の軽減効果 
	 室温酸素化灌流により枯渇していた細胞内 ATP が救済され，その結果として肝細
胞および類洞内皮細胞の構造が保持され，微小循環障害の軽減の一因となったと考え
られる．また，室温灌流によりサイトカインなどの液性因子が Wash out されること
で，Kuppfer 細胞の活性化を抑制させ，サイトカインストームを抑制したと推察され
る．その結果として，肝細胞の膨化および類洞内皮障害が軽減されたと考えられる．
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